XIX Jornada de Iniciacdo Cientifica PIBIC INPA - CNPg/FAPEAM Manaus - 2010

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LOCOS
MICROSSATELITES PARA Pseudoplatystoma punctifer
(Castelnau,1855) SILURIFORMES:PIMELODIDAE.

Antonio Saulo Cunha MACHADO!; Kyara Martins FORMIGA2; 3Mauro de Freitas ORTIZ;
“Adina Cristina Barbosa de SOUSA; “José Antonio Alves GOMES e °Jacqueline da Silva
BATISTA.

!Bolsista PIBIC/CNPg/INPA; Z2Orientadora CPBA; LFC /INPA; 3Universidade Federal do
Amazonas-UFAM, Laboratério de Evolugdo e Genética Animal - LEGAL. “CPBA; LFC/INPA.
>Co-orientadora CPBA; LFC/INPA.

Auxilio financeiro: CNPq, PROCAD/CAPES e INPA.

1. INTRODUGCAO

A bacia amazbnica abrange uma area de cerca de 6.000.000 km2 (Villar et al., 2009) e
apresenta a mais rica ictiofauna de agua doce do mundo, a qual (Levéque et al., 2008). Esta
ictiofauna apresenta maior freqiéncia de peixes das ordens Characiformes (43%) seguido
dos Siluriformes (39%) (Lowe-McConnell 1987). Dentro dos Siluriformes, a familia
Pimelodidae é a mais representativa, com 93 espécies distribuidas em 30 géneros que
ocorrem nos principais rios da da América do Sul (Carl e Ferraris, 2007). Dentre essas
espécies se destaca o surubim (Pseudoplatystoma punctifer), importante para produgdo
comercial na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Perue Venezuela por apresentar excelente
qualidade de carne com poucos 0ssos intramusculares e uma alta taxa de crescimento com o
potencial de alcancar 50 kg (Sato et al., 1998). Essa espécie se distingue dos demais
representantes do género, pelas seguintes caracteristicas: pigmentacdo escura que se
estende na linha lateral, com a presenca de 10 a 11 barras verticais mais escuras que podem
alcancar a regidao ventral, poucas barras verticais brancas paralelas, regido ventral do corpo
branca, nadadeira caudal com manchas, barbilhdo do maxilar longo, extendendo-se além da
nadadeira pélvica, barbilhdo ventral mais curto e 3/4 do comprimento de cabeca (Buitrago-
Suarez e Burr, 2007). Dados moleculares confirmam que o género Pseudoplatystoma é
monofiletico (Torrico et al., 2009). InformacGes como esta se tornaram acessiveis a partir do
final da década de 70, com a descoberta das enzimas de restricdo, onde se intensificaram os
primeiros estudos com marcadores moleculares baseados em DNA. Foi, no entanto, com o
surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) que os estudos nessa area
ganharam consideravel expressdo (Avise, 1994). Dentre todos os marcadores moleculares os
microssatélites também chamados “simple sequence repeats (SSRs)” sdo um dos mais
utilizados recentemente (Sunnucks, 2000), por possuirem o mais elevado conteldo de
informacgdo a partir do polimorfismo sendo ideais para mapeamento genético e fisico de
genomas, identificagdo e discriminagdo de gendtipos e estudos de genética de populagbes
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Algumas espécies de Pseudoplatystoma sdo consideradas
ameacgadas devido a grande exploragcdo pesqueira, projetos hidroelétricos, desmatamento e
contaminagao (Carolsfeld al et., 2003), principais fatores que contribuem para as extingdes e
aumentam os efeitos estocdsticos ambientais e genéticos dentro das populagdes (Frankham
et al., 2008). Para o manejo e conservacao das populacdes de P. punctifer é importante seu
conhecimento genético, para se estimar o fluxo génico e o grau de variabilidade genética
entre as populacdes. Neste contexto, estudos genéticos com marcadores moleculares
microssatélites sdo de consideravel importancia quando se pensa em elaboracao de projetos
visando a conservacdo para essa espécie. O presente estudo prop0Os-se a isolar e caracterizar
locos microssatélites a partir de uma biblioteca gen6mica enriquecida com regides de
microssatélites para o surubim a fim de disponibilizar esses marcadores para estudos de
genética populacional e da conservacao dessa espécie.

2. Material e Métodos

A partir de uma biblioteca gendmica enriquecida com regides de microssatélites foram
realizadas duas reagbes de sequenciamento nucleotidico para cada clone, sendo uma reagao
com o primer T7 (forward) e outra com o primer SP6 (reverso), entre 40 a 100 ng do
produto de PCR purificado juntamente com o reagente Big Dye Terminator Ver 3.1 (Applied
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Biosystems), tampdo 2X e agua ultrapura. Essa reagdo foi levada ao termociclador seguida
da reacdo de precipitagdo e em seguida injetada em analisador automatico de DNA ABI 3130
(Applied Biosystems). As seqliéncias nucleotidicas foram verificadas, editadas e compiladas
com o auxilio dos programas CHROMAS 2.33, CHROMASPRO e BIOEDIT 7.0.9.0 (Hall, 1999).
A retirada da sequéncia do vetor, montagem dos contigs e estimativa de redundéancia foram
realizadas com o programa SEQMAN (DNASTAR). As seqliéncias de DNA dos insertos de
melhor qualidade foram selecionadas e analisadas com o auxilio do programa WEBSAT
(Martins et al., 2009) para a identificagdo das seqléncias nucleotidicas com regides de
microssatélites e caracterizacdo da biblioteca gendmica. As seqiéncias nucleotidicas com
microssatélites foram classificadas de acordo com o motivo de repeticdo (di, tri ou
tetranucleotideos) e com o tipo de sequéncia repetitiva (perfeitos, imperfeitos, interrompidos
ou compostos). Para o desenho dos primers foram utilizadas as seqiéncias nucleotidicas de
boa qualidade contendo microssatélites com o auxilio do programa PRIMER3 (Rozen &
Skaletsky, 2000) incluso no programa WEBSAT (Martins et al., 2009).

Os critérios utilizados para o desenho foram: tamanho dos primers entre 17 e 23 pb;
temperatura de anelamento entre 55 e 65°C, conteldo de GC (guanina-citosina) de 50 a
80% e o tamanho do fragmento entre 100 a 350pb. Em cada primer forward desenhado foi
adicionada uma seqliéncia nucleotidica universal (cauda de M13) na extremidade 5’ no
intuito de seguir-se o protocolo econémico descrito por Schuelke (2000). A amplificacdo dos
fragmentos contendo microssatélites utilizando os pares de primers desenhados seguiu os
seguintes passos: I) todos os pares de primers foram submetidos a PCR a 60°C de
temperatura de anelamento utilizando quatro individuos de P.punctifer; 11) Os fragmentos
nao amplificados foram submetidos a um PCR de gradiente de temperatura de anelamento
entre 48°C a 65°C para selecao da temperatura de anelamento ideal. III) Cada loco
microssatélite amplificado foi marcado com fluorescéncia Fam ou Hex, segundo metodologia
de Schuelke (2000). O produto da amplificacdo foi visualizado e comparado com marcador -
Ladder 1kb Plus (Invitrogen) em gel de agarose 1,5% ap0s eletroforese por 90 minutos em
corrente 120 v e em sequiida foram submetidos a eletroforese capilar em Analisador de DNA
megaBACE 1000 (GE healthcare) do LTBM/COPE/INPA. Foi adicionado marcador de bandas
conhecido (Size standard ET400R) em cada amostra e o programa Fragment Profiler 2.1 (GE
HeathCare) utilizado para estimar o tamanho e padrdo dos alelos e o nivel de polimorfismo
dos individuos genotipados.

3. Resultados e discussdo

Dos 96 clones da biblioteca, 79 possuiam insertos, 66 apresentaram boa qualidade e 56 com
microssatélites, dentre estes foram observados 100 microssatélites com uma media de 1,7
microssatélites por clone, sendo estes classificados quanto ao motivo de repeticdo, e quanto
a natureza dos microssatélites (Figura 1). Foi observado 3,44% de redundancia na biblioteca
gendmica, uma excecdo quanto ao tamanho do fragmento foi feita para o loco Ppu 3 foi feita
385pb enquanto que para os demais locos o fragmento variou entre 100pb a 350pb. Ao todo
foram desenhados e sintetizados 45 pares de primers, cujo tamanho esperado varia entre
103 a 385 pb. Em relacdo aos testes, 32 locos amplificaram com temperatura de anelamento
entre 51°C a 66°C (Tabela 1), e destes 21 locos foram genotipados utilizando-se entre 2 a
19 individuos por loco e observados 13 locos polimérficos (Tabela 2), com uma variagdo de 2
(Ppul8) a 10 (Ppub) alelos observados, com o tamanho dos alelos variando de 119 pb
(Ppul9) a 368pb (Ppu36)
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Figura 1: Classificacdo dos microssatélites em Pseudoplatystoma punctifer, (A) quanto ao

motivo de repeticdo e (B) quanto a natureza dos microssatélites.

Tabela 1. Locos microssatélites amplificados em Pseudoplatystoma punctifer, quanto ao
Motivo: de repeticdo do microssatélites, T°a: temperatura de anelamento e tamanho do

fragmento em pb.

Nome Motivo T° Fragmento
Ppul (AG)9aa(AG)13aa(AG)6 60 206
Ppu3 (TG)12 58 385
Ppu6 (GM)14 58 237
Ppu?7 (CA)6 65 103
Ppu8 (CA)5t(AC)5 59 157
Ppu9 (AG)15 58 272
Ppull (GT)7 60 241
Ppuil3 (TTAT)3 59 193
Ppul4 (GA)14tat(AG)6 58 241
Ppul5 (CT)15 66 189

Ppul6 (GT)10 63 231

Ppul?7 (AC)11 58 283
Ppu18 (CTAT)6 51 230
Ppu19 (TG)7 58 324

Ppu20 (CA)20 58 199

Ppu21 (GT)7 60 316

Ppu22 (CA)11cg(CA)5 58 260

Ppu24 (GT)8 60 325

Ppu25 (AC)26 60 175
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Ppu26 (CA)10 cg (CA)9 60 335
Ppu27 (CT)8(AC)17 60 244
Ppu28 (TG)13 60 227
Ppu29  (AC)7ag(AC)7ag(AC)7 60 272
Ppu30 (AC)10 60 308
Ppu33 (TG)12 60 342
Ppu35 (AC)16 60 285
Ppu36 (AG)12 60 321
Ppu37 (CT)16 tg (CT) 9 60 340
Ppu38 (AC)19 60 341
Ppu40 (AC)21 60 192
Ppu41 (GT)11 60 311
Ppu43 (AC)6 66 184

Tabela 2. Locos microssatélites polimorficos de Pseudoplatystoma punctifer, T°a:
temperatura de anelamento, N° in: numero de individuos genotipados, Tamanho
(pb):Variagdo dos alelos em pares de base, N° alelos: nimeros de alelos observados.

Loco Motivo de repeticdo T°a N°in Tamanho (pb) N°© Alelos
Ppul  (AG)9aa(AG)13aa(AG)6 58 4 202-238 6
Ppu6 (GT)14 58 19 261-287 10
Ppu7  (CA)6 65 4 119-125 2
Ppu8  (CA)5t(AC)5 59 4 150-179 4
Ppu9  (AG)15 58 4 287-195 5
Ppull (GT)7 60 16 232-260 5
Ppul6 (GT)10 63 18 223-233 5
Ppul8 (CTAT)6 51 2 237-285 2
Ppu2l (GT)7 60 4 239-341 2
Ppu22 (CA)11cg(CA)5 58 4 271-277 2
Ppu28 (TG)13 60 2 242-246 3
Ppu30 (AC)10 60 2 328-332 2
Ppu36 (AG)12 60 3 342-368 5

4.Conclusao.

Na caracterizagdo da biblioteca foi obtido uma um bom rendimento de microssatélites, e os
locos microssatélites polimorficos apresentaram de dois a 10 alelos, sdo marcadores
potenciais ndo somente para serem utilizados em estudos de genética e conservacdo de
populagdes naturais mais também auxiliar na identificacdo de estoque pesqueiro para essa
espécie. Esses dados sdo Uteis para auxiliar no subsidio de politicas de manejo e
conservagao para o Surubim na Amazonia.
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